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Florian von der Mulbe ^ .o.zvui 

Auf der Morgenstelle 18 
72076 Tubingen 

Eine mRNA, stabilisiert und optimiert fur die Translation in 
ihren translatierten Bereichen, fur den Einsatz als 
Therapeutikum 

Die Erfindung betrifft ein ImpfVerfahren, die Konstruktion eines Impfstoffes und ein 
ImpfVerfahren mit diesem Impfstoff. 

Gentherapie und genetische Vakzinierung sind Methoden der molekularen Medizin, deren 
Anwendung in der Therapie und Prevention von Erkrankungen erhebliche Konsequenzen fur 
die medizinische Praxis haben wird. Beide Methoden beruhen grundsatzlich auf der 
Einbringung von Nukleinsauren in Zellen oder Gewebe des Patienten, sowie der 
anschliefienden Verarbeitung der durch die eingebrachten Nukleinsauren enthaltenen Inhalte 
in Information (" Expression "). 

Der Einsatz der Nukleinsaure RNA als Therapeutikum ist als wesentlich sicherer einzustufen 
als der Einsatz von DNA. RNA birgt nicht die Gefahr, stabil in das chromosomale Genom zu 
integrieren, sie besitzt keine viral en Sequenzen (wie z.B. Promotoren von DNA- 
Gentherapievektoren), auch ist sie wesentlich einfacher in vivo abbaubar. Somit ist fur 
Methoden der molekularen Medizin RNA das Therapeutikum der Wahl. 

Allerdings bedurfen auf RNA-Expressions-Systemen beruhende medizinische Methoden vor 
ihrer breiten Anwendung noch der Losung einiger grundsatzlicher Probleme. Eines dieser 
Probleme ist der sichere, Zell- oder Gewebe-spezifische effiziente Transfer der Nukleinsauren 
ins Gewebe. Da sich RNA in Losung als sehr ins tab il erweist, kann durch die herkommlichen 
Methoden, wie sie fur DNA angewendet werden, RNA nicht oder nur sehr ineffizient als 
Impfstoff zum Einsatz kommen. 

Mogliche Losungen fur dieses Problem der Instability ex vivo wurden in unserer Anmeldung 
J) # "Transfer of mRNA using polycationic compounds" (Anmeldung EP -1083232 ) skizziert. 
Zentraler Aspekt der dort erorterten Erfindung ist eine Verabreichung von RNA zusammen 
mit Schutz-Molekulen, die an die RNA reversibel binden. 

Fiir ein weiteres Problem wurde durch die vorliegende Erfindung eine Losung erarbeitet: 
Wesentlicher Nachteil von RNA im Einsatz als Therapeutikum im Vergleich zu DNA ist die 
Instability sowie oftmals schlechte Expression in vivo. 

1) Problem Instabilitat: Fiir die Instability sind RNA abbauende Enzyme, sog. RNasen 
verantwortlich. 

Der nattirliche Abbau der mRNA ist im Cytoplasma der Zellen sehr fein reguliert. Hierzu gibt 
es mehrere bekannte Mechanismen: So ist fur eine funktionale mRNA (messenger RNA) die 
endstandige Struktur uberaus wichtig. Am 5'-Ende befindet sich die so genannte "Cap- 
Struktur" (modifiziertes Nucleotid Guanos in) und am 3 N -Ende eine Abfolge von bis zu 200 
Adenosin-Nukleotiden (sog. Poly-A-Schwanz). 

Uber diese Strukturen wird die RNA als mRNA erkannt und der Abbau reguliert. Es gibt noch 
viele weitere Prozesse, die RNA stabilisieren bzw. destabilisieren. Viele dieser Prozesse sind 
noch unbekannt, aber oftmals scheint eine Wechselwirkung zwischen RNA und Protein daflir 
maBgeblich zu sein. Ziim Beispiel wurde kiirzlich ein "mRNA surveillance System" 
beschrieben (Hilleren und Parker, Annu. 'Rev. Genet. 1999, 33:229-60), bei dem uber 
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bestimmte Feedback-Protein-Wechselwirkungen im Cytosol unvollstandige oder Nonsense- 
mRNAs erkannt werden und dem Abbau zuganglich gemacht werden. Ein Hauptteil dieser 
Prozesse wird durch Exonucleasen (RNasen) vollzogen. 

2) Problem Translationseffizienz: Fur eine effiziente Translation der RNA ist es wichtig, dass 
sogenannte Ribosomen an das Startcodon binden konnen und die Gensequenz ablesen 
konnen. Weiterhin kommt es auf die Anzahl der vorhandenen tRNAs an, die eine 
sequenzspezifische Aminosaure tragen. - 

Wesentlich scheint aber auch die Art der Sequenzabfolge des Gens zu sein Somit kommt der 
Region der RNA, an die die Ribosomen binden, eine besondere Bedeutung zu. 

Ein RNA-Konstrukt, das die beschriebenen Probleme minimieren wiirde und als 
Therapeutikum in einen Organismus oder Zellen transferiert werden kann, ware also von 
erheblichen praktischen Interesse. 

ErfindungsgemaBe technische Losung 

» 

Konstruktion eines Plasmids fur die in v/7ro-Tanskription: 

RNA wird generell uber ein DNA-Molekul in vitro transkribiert. Dieses DNA-Molekul besitzt . 
eineri geeigneten Promotor fur die in v/Tro-Transkription (vorzugsweise einen T7- oder SP6- 
Promotor), die gewunschte Sequenz-Abfolge der RNA plus einem Terminationssignal fur die 
in v/7ro-Transkription. Erfindungsgemass wird das DNA-Molekul, welches die Matrize des 
darzustellenden RNA-Konstruktes bildet, durch fermentative Vermehrung und anschliefiender 
Isolierung als Teil eines in Bakterien replizierbaren Plasmids synthetisiert. Besagtes DNA- 
Molekul wird dann aus dem Plasmid, in dem es in einfacher oder mehrfacher Kopie vorliegen 
kann, durch Verdau mit Restriktionsendonucleasen ausgeschnitten, die an den entstehenden 
Schnittstellen kurze einzelstrangige Uberhange bilden. Es konnen so iiber kurze synthetisch 
— hergestellte DNA-Oligonucleotide oder durch ganze ausgeschnittenen Gene die gewunschte 
Nukleotidsequenz nach dem Fachmann gelaufigen molekularbiologischen Methoden in einem 
Plasmid hergestellt werden. 

Kern der Erfindung ist nun, ein Plasmid zu konstruieren, von dem eine RNA transkribiert 
werden kann, die den Erfordernissen der Gentherapie hinsichtlich Stabilitat und Translations- 
^ Effizienz entspricht. Diese RNA wird in Zellen oder in einen Organismus transferiert. Aus 
diesem Grund werden bestimmte Nukleotid-Sequenzen in das Plasmid kloniert, 

1) Codon-Modifikationen im translatierten Bereich der zu transfer ibierenden mRNA 

Wesentlich fur eine effiziente Translation ist die Sequenzabfolge des zu translatierenden 
Bereiches einer RNA. Die Zusammensetzung und die Abfolge der verschiedenen Nukleotide 
spielt hierfur eine grosse Rolle. Sequenzen mit einem erhohten G (Guanosin)/C (Cytosin) 
Gehalt sind als stabiler zu betrachten, als Sequenzen mit einem hohen A (Adenosin)/U 
(Uracil) Gehalt. Deshalb ist es das Ziel, unter Beibehaltung der translatierten 
Aminos aureabfolge, die Codons so zu variieren, dass sie vermehrt G/C-Nukleotide 
< beeinhalten. Da mehrere Codons bei Eukaryonten ftir ein und dieselbe Amminosaure codieren 
(codon usage), konnen die fur die Stabilitat gunstigsten Codons herausgesucht werden. 
Weiterhin bestimmt eine unterschiedliche Haufigkeit im Vorkqmmen von tRNAs in 
Saugetierzellen die Translationseffizienz. Tauchen in einer RNA-Gensequenz vermehrt 
sogenannte „seltene" Codons auf, so werden die Gene wesentlich schlechter durch die 
Ribosomen translatiert. Deshalb ist es das Ziel, in Gensequenzen solcher Art Codons 
einzufiigen, fur die haufig vorkommende tRNAs zur Verfiigung stehen. Wichtig fur dies en 
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Zweck ist es, den hohen sequentiellen G/C-Anteil mit „haufigen" Codons zu verkniipfen, 
ohne die Aminos auresequenz des Genproduktes zu verandern. Hierflir wurde ein 
Computerprogramm erstellt, dass die Sequenzen nach den vorgestellte Parametern optimiert 
Die optimierte Gensequenz kann durch chemische Synthese oder dem Fachmann gelaufige 
Methode der Ligation von chemisch synthetisierten Oligonucleotiden erstellt werden und in 
ein Transkriptions-Plasmid eingefugt werden. 

2) Sequenz-Modifikationen im translatierten Bereich der zu transkribierenden mRNA 

In Gensequenzen von eukaryontischer mRNA gibt es destabilisierende Elemente (DSE), an 
die Signalproteine binden und den enzymatischen Abbau in vivo regulieren. Durch Codon 
usage konnen diese Sequenzen verandert werden, dass sie nicht mehr als DSE fungieren und 
keinen destabilisierenden Effekt auf die RNA ausiiben. 

3) Einsatz von Analoga naturlich vorkommender Nukleotide und Basen 

Die in den Zellen vorkommenden RNA-abbauenden Enzyme erkennen als Substrat 
vorzugsweise riaturliche Nukleotide. Durch Einfugen von Analoga dieser Nukleotide kann der 
Abbau der RNA erschwert werden bzw. die Translationseffizienz verstarkt oder erniedrigt 
werden. 

Die Nukleotide dieser zu klonierenden Sequenzen konnen auch aus Analoga naturlicher 
Nukleotide bestehen. Solche Analoga konnen zum Beispiel folgende Molekule darstellen 
(ausgewahlte Beispiele): Phosphoramidate,, Peptid- Nukleinsauren, Phosphorothioate 
(Abbildung 1, Abbildung 2), Methylphosphonate und weitere. Weiterhin konnen Analoga der 
Basen zum Einsatz kbmmen, zum Beispiel: 7-Deazaguanosin ? 5-Methyl Cytosin, Inosin und 
andere. Beschreibungen der Herstellung dieser Analogas konnen im Folgenden US-Patenten 
gefunden werden: 4373071; 4401796; 4415732; 4458066; 4500707; 4668777; 4973679; 
5047524; 5132418; 5153319; 5262530und 5700642. 

Diese Analoga konnen in Regionen zum Einsatz kommen, die translatiert werden. 
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Beispiel fiir die Herstelhmg einer RNA Vakzine die fur fl-Galactosidase 
(LacZ) codiert: 

Es wird ein RNA Konstrukt; das die erfmdungsgemafie, optimierte Sequenz des bakteriellen 
Gens lacZ beinhaltet; erstellt: 

Die Sequenz wir durch eine erfindungsgemasse Software in Bezug auf ihren G/C-Gehalt 
optimiert. Es kann ein G/C-Gehalt von 69% (im Vgl. zur naturlichen Sequenz von 51%) 
erzielt werden. Durch die Synthese liberlappender Oligonukleotide, die diese modifizierte 
Sequenz tragen, kann die optimierte Sequenz nach dem fiir den Fachmann gangigen 
Methoden erstellt werden. Die endstandigen Oligonucleotide besitzen 
Restriktionsschnittstellen: Vorzugsweise an 5'- eine EcoRV- Restriktionsstelle sowie an 3'- 
eine Restriktionsschnittstelle Bgin. Uber EcoRV/Bglll kann lacZ in ein Plasmid kloniert 
werden. 

Als Ausgangsvektor fur die in v/Vro-Transkription wird das Plasmid pT7Ts (Genbankeintrag 
U26404, Ref: Lai et al., Development 121, 2349-2360 (1995)) verwendet. 
0^ PT7Ts enthalt als untranslatierte Regionen, Sequenzen aus dem Krallenfrosch Xenopus an. 
5 'und an 3'. Dieses Plasmid wird EcoRV/Bglll linearisiert 

Das fertige Konstrukt pT7Ts-lacZ wird durch Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt und 2 
|ig davon mit dem fiir den Fachmann gelaufigen Methode in vitro transkribiert. 
GemaJ3 Patentanmeldung EP -1083232 wird diese stabilisierte, optimierte RNA nach 
Aufreinigung in einen Organismus bder in Zellen transferiert. 



■ 3 p* 
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Anspriiche 

1) Eine Methode des Transfers von stabilisierter und in ihrer Translation optimierter mRNA 
in Zellen oder in einen Organismus zur Erzielung von therapeutischem Nutzen. 

2) Eine rekombinante RNA nach Anspruch 1, die in folgender Abfolge beinhaltet: Eine Cap- 
Struktur, eine Ribosomen-Bindungsstelle mit einem Initiationscodon fur die ribosomale 
Translation, ein Gen, das fur das gewunschte Genprodukt kodiert sowie den Anhang einer 
Poly-A-Sequenz. 

3) Eine RNA nach den vorherigen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass die 
translatierten Regionen einen stabilisierenden Effekt auf die mRNA ausuben. 

4) Einen stabilisierenden Effekt der nach vorherigen Anspruch dadurch gekennzeichnet dass 
er durch den Austausch von Nukleotiden unter Beibehaltung der Aminos auresequenz des 
Genproduktes erzielt wird. 

5) Einen stabilisierenden Effekt nach vorherigen Anspruchen dadurch gekennzeichnet, dass 
^ er durch die Erhohung des G/C-Gehalts der translatierten Regionen unter Beibehaltung 
v der Aminosauresequenz des Genproduktes erzielt wird. 

6) Einen stabilisierenden Effekt nach vorherigen Anspruchen dadurch gekennzeichnet, dass 
destabilisierende Elemente (DSE) durch den Austausch von Nukleotiden entfernt werden. 

7) Eine RNA nach den vorherigen Anspruchen dadurch gekennzeichnet, dass die 
translatierten Regionen einen Effekt auf die mRNA ausuben, der sich durch eine erhohte 
Translationseffizienz auszeichnet. 

8) Einen Effekt auf die Translation nach Anspruch 7 dadurch gekennzeichnet, dass dieser 
durch den Austausch von Nukleotiden unter Beibehaltung der Aminosauresequenz des 
Genproduktes erzielt wird. 

9) Einen Effekt auf die Translation nach vorherigen Anspruchen dadurch gekennzeichnet, 
dass er durch den Einsatz von Codons erzielt wird, die von haufig vorkommenden tRNAs 
erkannt werden. 

10) Eine Software, iiber die sich die optimierten Nukleotidsequenzen errechnen lassen. 

11) Eine RNA nach den vorherigen Anspruchen dadurch gekennzeichnet, dass ihre 
translatierten Regionen aus Nukleotid-Analoga bestehen konnen. 

^ 12) Nukleotid-Analoga aus vorherigen Anspruchen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass 
ihr Grundgeriist aus Phosphoramidate, Peptid-Nukleinsauren, Phosphorothioate, 
Methylphosphohate und ihre Basen aus 7-Deazaguanosin, ^'-O-Methylpyrimidine, N6,2'- 
O-Dimethypyrimidine, N6,N6,0-2 , -Trimethylpyrimidine, 7-Methylpurine, 2'-0- 
Methylpurine, N2,7^Dimethylpurine/ N2,N2,7-Trimethylpurine und Inosin bestehen 
konnen. 
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Abbildungen: 



LacZ-Sequenz, Originalgen aus dem Vektor pchl 10 (Pharmacia), G/C Gehalt bei 5 1% 

aagcttgatctctataatctcgcgcaacctattttcccctcgaacactttttaagccgta 
gauaaacaggcugggacacuucacaugagcgaaaaauadaucgucaccugggacauguug 
cagauccaugcacguaaacucgcaagccgacugaugccuucugaacaauggaaaggcauu 
auugccguaagccguggcggucugguaccggugggugaagaccagaaacagcaccucgaa 
cugagccgcgauauugcccagcguuucaacgcgcuguauggcgagaucgaucccgucguu 
uuacaacgucgugacugggaaaacccuggcguuacccaacuuaaucgccuugcagcacau 
cccccuuucgccagcuggcguaauagcgaagaggcccgcaccgaucgcccuucccaacag 
uugcgcagccugaauggcgaauggcgcuuugccugguuuccggcaccagaagcggugccg 
gaaagcuggcuggagugcgaucuuccugaggccgauacugucgucguccccucaaacugg 
cagaugcacgguuacgaugcgcccaucuacaccaacguaaccuaucccauuacggucaau 
^ ccgccguuuguucccacggagaauccgacggguuguuacucgcucacauuuaauguugau 
gaaagcuggcuacaggaaggccagacgcgaauuauuuuugauggcguuaacucggcguuu . 
caucuguggugcaacgggcgcugggucgguuacggccaggacagucguuugccgucugaa 
uuugaccugagcgcauuuuuacgcgccggagaaaaccgccucgcggugauggugcugcgu 
uggagugacggcaguuaucuggaagaucaggauauguggcggaugagcggcauuuuccgu 
gacgucucguugcugcaxikaaccgacuacacaaaucagcgauuuccauguugccacucgc 
uuuaaugaugauuucagccgcgcuguacuggaggcugaaguucagaugugcggcgaguug 
cgugacuaccuacggguaacaguuucuuuauggcagggugaaacgcaggucgccagcggc 
accgcgccuuucggcggugaaauuaucgaugagcguggugguuaugccgaucgcgucaca 
cuacgucugaacgucgaaaacccgaaacuguggagcgccgaaaucccgaaucucuaucgu 
gcggugguugaacugcacaccgccgacggcacgcugauugaagcagaagccugcgauguc 
gguuuccgcgaggugcggauugaaaauggucugcugcugcugaacggcaagccguugcug 
auucgaggcguuaaccgucacgagcaucauccucugcauggucaggucauggaugagcag 
acgauggugcaggauauccugcugaugaagcagaacaacuuuaacgccgugcgcuguucg 
cauuauccgaaccauccgcugugguacacgcugugcgaccgcuacggccuguauguggug 
gaugaagccaauauugaaacccacggcauggugccaaugaaucgucugaccgaugauccg 
^ cgcuggcuaccggcgaugagcgaacgcguaacgcgaauggugcagcgcgaucguaaucac 
! W"' ccgagugugaucaucuggucgcuggggaaugaaucaggccacggcgcuaaucacgacgcg 
cuguaucgcuggaucaaaucugucgauccuucccgcccggugcaguaugaaggcggcgga 
gccgacaccacggccaccgauauuauuugcccgauguacgcgcgcguggaugaagaccag 
cccuucccggcugugccgaaaugguccaucaaaaaauggcuuucgcuaccuggagagacg 
cgcccgcugauccuuugcgaauacgcccacgcgauggguaacagucuuggcgguuucgcu 
aaauacuggcaggcguuucgucaguauccccguuuacagggcggcuucgucugggacugg 
guggaucagucgcugauuaaauaugaugaaaacggcaacccguggucggcuuacggcggu 
gauuuuggcgauacgccgaacgaucgccaguucuguaugaacggucuggucuuugccgac 
cgcacgccgcauccagcgcugacggaagcaaaacaccagcagcaguuuuuccaguuccgu 
uuauccgggcaaaccaucgaagugaccagcgaauaccuguuccgucauagcgauaacgag 
cuccugcacuggaugguggcgcuggaugguaagccgcuggcaagcggugaagugccucug 
gaugucgcuccacaagguaaacaguugauugaacugccugaacuaccgcagccggagagc 
gccgggcaacucuggcucacaguacgcguagugcaaccgaacgcgaccgcauggucagaa 
gccgggcacaucagcgccuggcagcaguggcgucuggcggaaaaccucagugugacgcuc 
cccgccgcgucccacgccaucccgcaucugaccaccagcgaaauggauuuuugcaucgag 
cuggguaauaagcguuggcaauuuaaccgccagucaggcuuucuuucacagauguggauu 
ggcgauaaaaaacaacugcugacgccgcugcgcgaucaguucacccgugcaccgcuggau 
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aacgacauuggcguaagugaagcgacccgcauugacccuaacgccugggucgaacgcugg 
aaggcggcgggccauuaccaggccgaagcagcguuguugcagugcacggcagauacacuu 
gcugaugcggugcugauuacgaccgcucacgcguggcagcaucaggggaaaaccuuauuu 
aucagccggaaaaccuaccggauugaugguaguggucaaauggcgauuaccguugauguu 
gaaguggcgagcgauacaccgcauccggcgcggauuggccugaacugccagcuggcgcag 
guagcagagcggguaaacuggcucggauuagggccgcaagaaaacuaucccgaccgccuu 
acugccgccuguuuugaccgcugggaucugccauugucagacauguauaccccguacguc 
uucccgagcgaaaacggucugcgcugcgggacgcgcgaauugaauuauggcccacaccag 
uggcgcggcgacuuccaguucaacaucagccgcuacagucaacagcaacugauggaaacc 
agccaucgccaucugcugcacgcggaagaaggcacauggcugaauaucgacgguuuccau 
auggggauugguggcgacgacuccuggagcccgucaguaucggcggaauuccagcugagc 
gccggucgcuaccauuaccaguuggucuggugucaaaaauaauaauaaccgggcaggcca 
ugucugcccguauuucgcguaaggaaauccauuauguacuauuuaaaaaacacaaacuuu 
uggauguucgguuuauucuuuuucuuuuacuuuuuuaucaugggagccuacuucccguuu 
uucccgauuuggcuacaugacaucaaccauaucagcaaaagugauacggguauuauuuuu 
gccgcuauuucucuguucucgcuauuauuccaaccgcuguuuggucugcuuucugacaaa 
cucggaacuuguuuauugcagcuuauaaugguuacaaauaaagcaauagcaucacaaauu 
ucacaaauaaagcauuuuuuucacugcauucuaguugugguuuguccaaacucaucaaug' 
uaucuuaucaugucuggauccccaggaagcuccucuguguccucauaaacccuaaccucc 
ucuacuugagaggacauuccaaucauaggcugcccauccacccucuguguccuccuguua 
auuaggucacuuaacaaaaaggaaauuggguagggguuuuucacagaccgcuuucuaagg 
guaauuuuaaaauaucugggaagucccuuccacugcuguguuccagaaguguugguaaac 
agcccacaaaiigucaacagcagaaacauacaagcugucagcuuugcacaagggcccaaca 
cccugcucaucaagaagcacugugguugcuguguuaguaaugugcaaaacaggaggcaca 
uuuuccccaccuguguagguuccaaaauaucuaguguuuucauuuuuacuuggaucagga 
acccagcacuccacuggauaagcauuauccuuauccaaaacagccuuguggucaguguuc 
aucugcugacugucaacuguagcauuuuuugggguuacaguuugagcaggauauuugguc 
cuguaguuugcuaacacacccugcagcuccaaagguuccccaccaacagcaaaaaaauga 
aaauuugacccuugaauggguuuuccagcaccauuuucaugaguuuuuugugucccugaa 
ugcaaguuuaacauagcaguuaccccaauaaccucaguuuuaacaguaacagcuucccac 
aucaaaauauuuccacagguuaaguccucauuuaaauuaggcaaaggaauucuugaagac 
gaaagggccucgugauacgccuauuuuuauagguuaaugucaugauaauaaugguuucuu 
agacgucagguggcacuuuucggggaaaugugcgcggaaccccuauuuguuuauuuuucu 
aaauacauucaaauauguauccgcucaugagacaauaacccugauaaaugcuucaauaau 
auugaaaaaggaagaguaugaguauucaacauuuccgugucgcccuuauucccuuuuuug 
cggcauuuugccuuccuguuuuugcucacccagaaacgcuggugaaaguaaaagaugcug 
aagaucaguugggugcacgaguggguuacaucgaacuggaucucaacagcgguaagaucc 
uugagaguuuucgccccgaagaacguuuuccaaugaugagcacuuuuaaaguucugcuau 
guggcgcgguauuaucccguguugacgccgggcaagagcaacucggucgccgcauacacu 
auucucagaaugacuugguugaguacucaccagucacagaaaagcaucuuacggauggca 
ugacaguaagagaauuaugcagugcugccauaaccaugagugauaacacugcggccaacu 
"uacuucugacaacgaucggaggaccgaaggagcuaaccgcuuuuuugcacaacauggggg 
aucauguaacucgccuugaucguugggaaccggagcugaaugaagccauaccaaacgacg 
agcgugacaccacgaugccugcagcaauggcaacaacguugcgcaaacuauuaacuggcg 
aacuacuuacucuagcuucccggcaacaauuaauagacuggauggaggcggauaaaguug 
caggaccacuucugcgcucggcccuuccggcuggcugguuuauugcugauaaaucuggag 
ccggugagcgugggucucgcgguaucauugcagcacuggggccagaugguaagcccuccc 
guaucguaguuaucuacacgacggggagucaggcaacuauggaugaacgaaauagacaga 
ucgcugagauaggugccucacugauuaagcauugguaacugucagaccaaguuuacucau 
auauacuuuagauugauuuaaaacuucauuuuuaauuuaaaaggaucuaggugaagaucc 
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Patentanrneldung CV007: Eine mRNA, stabilisiert und optirvert fur die Translation in ihren 
translatierten Bereichen, fur den Einsatz als Therapeuiikunr. 



uuuuugauaaucucaugaccaaaaucccuuaacgugaguuuucguuccacugagcgucag 

accccguagaaaagaucaaaggaucuucuugagauccuuuuuuucugcgcguaaucugcu 

gcuugeaaacaaaaaaaccaccgcuaccagcggugguuuguuugccggaucaagagcuac 

caacucuuuuuccgaagguaacuggcuucagcagagcgcagauaccaaauacuguccuuc 

uaguguagccguaguuaggccaccacuucaagaacucuguagcaccgccuacauaccucg 

cucugcuaauccuguuaccaguggcugcugccaguggcgauaagucgugucuuaccgggu 

uggacucaagacgauaguuaccggauaaggcgcagcggucgggcugaacgggggguucgu 

gcacacagcccagcuuggagcgaacgaccuacaccgaacugagauaccuacagcgugagc \ 

auugagaaagcgccacgcuucccgaagggagaaaggcggacagguauccgguaagcggca 

gggucggaacaggagagcgcacgagggagcuuccagggggaaacgccugguaucuuuaua 

guccugiicggguuucgccaccucugacuugagcgucgauuuuugugaugcucgucagggg 

ggcggagccuauggaaaaacgccagcaacgcggccuuuuuacgguuccuggccuuuugcu 

ggccuuuugcucacauguucuuuccugcguuauccccugauucuguggauaac'cguauua 

ccgccuuugagugagcugauaccgcucgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagucag 

ugagcgaggaagcggaagagcgccugaugcgguauuuucuccuuacgcaucugugcggua 

uuucacaccgcauauggugcacucucaguacaaucugcucugaugccgcauaguuaagcc 

aguauacacuccgcuaucgcuacgugacugggucauggcugcgccccgacacccgccaac 

acccgcugacgcgcccugacgggcuugucugcucccggcauccgcuuacagacaagcugu 

gaccgucuccgggagcugcaugugucagagguuuucaccgucaucaccgaaacgcgcgag 

gcagcuguggaaugugugucaguuaggguguggaaaguccccaggcuccccagcaggcag 

aaguaugcaaagcaugcaucucaauuagucagcaaccagguguggaaaguccccaggcuc 

cccagcaggcagaaguaugcaaagcaugcaucucaauuagucagcaaccauagucccgcc 

ccuaacuccgcccaucccgccccuaacuccgcccaguuccgcccauucuccgccccaugg 

cugacuaauuuuuuuuauuuaugcagaggccgaggccgcciicggccucugagcuauucca 

gaaguagugaggaggcuuuuuuggaggccuaggcuuuugcaaaaagcu 



LacZ Sequenz, liber erfindungsgemafies Computerprogramm nach G/C-Gehalt optimiert G/C 
Gehalt bei 69 % 



gcacaugagcgagaaguacaucgucacgugggacaugcugggcauccacgcgcgcaagcuggcgagccgccugaugccga 

gcgagggcuggaagggcaucaucgcggucagccgcggcggccuggucccggucggcgaggacggcaagggccaccugga 

gcugagccgcgacaucgcgggccgcuucaacgcgcuguacggcgagaucgacccggucguccugggccgccgcgacugg 

gagaacccgggcgucacgggccugaaccgccuggcggcgcacccgccguucgcgagcuggcgcaacagcgagga:ggcgcg 

cacggaccgcccgagcggcggccugcgcagccugaacggcgaguggcgcuucgcgugguucccggcgccggaggcgguc 

ccggagagcuggcuggagugcgaccugccggaggcggacacggucgucgucccgagcaacuggggcaugcacggcuacg 

acgcgccgaucuacacgaacgucacguaGccgaucacggucaacccgccguucgucccgacggagaacccgacgggcugcu 

acagccugacguucaacgucgacgagagcuggcugggcgagggcggcacgcgcaucaucuucgacggcgucaacagcgcg 

uuccaccuguggugcaacggccgcugggucggcuacggcggcgacagccgccugccgagcgaguucgaccugagcgcgu 

uccugcgcgcgggcgagaaccgccuggcggucaugguccugcgcuggagcgacggcagcuaccuggaggacggcgacau 

guggcgcaugagcggcaucuuccgcgacgucagccugcugcacaagccgacgacgggcaucagcgacuuccacgucgcga 

cgcgcuucaacgacgacuucagccgcgcgguccuggaggcggaggucggcaugugcggcgagcugcgcgacuaccugcg 

cgucacggucagccuguggggcggcgagaGgggcgucgcgagcggcacggcgccguucggcggcgagaucaucgacgag 

cgcggcggcuacgcggaccgcgucacgcugcgccugaacgucgagaacccgaagcuguggagcgcggagaucccgaaccu 

guaccgcgcggucgucgagcugcacacggcggacggcacgcugaucgaggcggaggcgugcgacgucggcuuccgcgag 

guccgcaucgagaacggccugcugcugcugaacggcaagccgcugcugauccgcggcgucaaccgccacgagcaccaccc 

gcugcacggcggcgucauggacgagggcacgauggucggcgacauccugcugaugaagggcaacaacuucaacgcggucc 

gcugcagccacuacccgaaccacccgcugugguacacgcugugcgaccgcuacggccuguacgucgucgacgaggcgaac 

aucgagacgcacggcauggucccgaugaaccgccugacggacgacccgcgcuggcugccggcgaugagcgagcgcgucac 
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Patentanmeldung CV007: Eine mRNA, sUbilis'.ert und optimiert fur die Translation in ihren 
translatierten Bereichen, fur den Einsatz nls Yherapeuviku.rr 

gcgcauggucggccgcgaccgcaaccacccgagcgucaucaucuggagccugggcaacgagagcggccacggcgcgaacc 

acgacgcgcuguaccgcuggaucaagagcgucgacccgagccgcccggucggcuacgagggcggcggcgcggacacgacg 

gcgacggacaucaucugcccgauguacgcgcgcgucgacgaggacggcccguucccggcggucccgaaguggagcaucaa 

gaaguggcugagccugccgggcgagacgcgcccgcugauccugugcgaguacgcgcacgcgaugggcaacagccugggc 

ggcuucgcgaaguacuggggcgcguuccgcggcuacccgcgccugggcggcggcuucgucugggacugggucgacggca 

gccugaucaaguacgacgagaacggcaacccguggagcgcguacggcggcgacuucggcgacacgccgaacgaccgcggc 

uucugcaugaacggccuggucuucgcggaccgcacgccgcacccggcgcugacggaggcgaagcacggcggcggcuucu 

ucggcuuccgccugagcggcggcacgaucgaggucacgagcgaguaccuguuccgccacagcgacaacgagcugcugcac 

uggauggucgcgcuggacggcaagccgcuggcgagcggcgaggucccgcuggacgucgcgccgggcggcaagggccuga 

ucgagcugccggagcugccgggcccggagagcgcgggcggccuguggcugacgguccgcgucgucggcccgaacgcgac 

ggcguggagcgaggcgggccacaucagcgcguggggcggcuggcgccuggcggagaaccugagcgu'cacgcugccggcg 

gcgagccacgcgaucccgcaccugacgacgagcgagauggacuucugcaucgagcugggcaacaagcgcuggggcuucaa 

ccgcggcagcggcuuccugagcggcauguggaucggcgacaagaagggccugcugacgccgcugcgcgacggcuucacg 

cgcgcgccgcuggacaacgacaucggcgucagcgaggcgacgcgcaucgacccgaacgcgugggucgagcgcuggaaggc 

ggcgggccacuacggcgcggaggcggcgcugcugggcugcacggcggacacgcuggcggacgcgguccugaucacgacg 

gcgcacgcguggggccacggcggcaagacgcuguucaucagccgcaagacguaccgcaucgacggcagcggcggcauggc 

gaucacggucgacgucgaggucgcgagcgacacgccgcacccggcgcgcaucggccugaacugcggccuggcgggcgucg 

cggagcgcgucaacuggcugggccugggcccgggcgagaacuacccggaccgccugacggcggcgugcuucgaccgcug 

ggaccugccgcugagcgacauguacacgccguacgucuucccgagcgagaacggccugcgcugcggcacgcgcgagcuga 

acuacggcccgcacggcuggcgcggcgacuucggcuucaacaucagccgcuacagcggcggcggccugauggagacgagc 

caccgccaccugcugcacgcggaggagggcacguggcugaacaucgacggcuuccacaugggcaucggcggcgacgacag 

cuggagcccgagcgucagcgcggaguucggccugagcgcgggccgcuaccacuacggccuggucuggugcggcaaguga 

ugaugaccgggecgcccgugccugccggucuuccgcguccgcaagagcaucauguacuaccugaagaacacgaacuucug 

gauguucggccuguucuucuucuucuacuucuucaucaugggcgcguacuucccguucuucccgaucuggcugcacgac 

aucaaccacaucagcaagagcgacacgggcaucaucuucgcggcgaucagccuguucagccugcuguucggcccgcuguu 

cggccugcugagcgacaagcugggcacgugccugcugggccugaucauggucacgaaeaaggcgaucgcgagcggcauca 

gcggcaucaagcacuucuuccacugcauccuggucgucgucugcccgaacagcagcauguaccugaucaugagcggcagc 

ccgggcagcagcagcgucagcagcugaacgcugacgagcagcacgugagaggacaucccgaucaucggcugcccgagcac 

gcugugcguccugcugcugauccgcagccugaacaagaaggagaucggcugaggcuucuucacggaccgcuuccugcgc 

gucauccugaaguaccugggcagcccguuccacugcugcgucccggagguccuggucaacagcccgggcaugagcacggc 

ggagacguacaagcugagcgcgcugcacaagggcccgacgccgugcagcagccgcagcacggucgucgcgguccugguca 

ugugcaagacgggcggcacguucagcccgccggucugagucccgaaguaccuggucuucagcuuccugcugggcagcgg 

cacgggccacagcacgggcugagcgcugagccugagcaagacggcgcuguggagcgucuucaucugcugacugagcacg 

gucgcguucuucggcgucacggucugagcgggcuaccugguccugugauucgcgaacacgccgugcagcagcaagggca 

gcccgccgacggcgaagaagugaaaguucgacccgugaaugggcuucccggcgccguucagcugagucuucugcguccc 

ggagugcaaguucaacaucgcggucacgccgaucacgagcguccugacggucacggcgagccacaucaagaucuucccgg 

gcgucaagagcagcuucaagcugggcaagggcauccuggaggacgagcgcgcgagcugauacgcguacuucuaccgccug 

augagcugaugaugaugguuccugcgccgcggcgucgcgcuguucggcgagaugugcgcggagccgcuguucgucuac 

uucagcaaguacaucggcaucugcauccgcagcugagacaacaacecggacaagugcuucaacaacaucgagaagggccgc 

gucugagucuucaacaucagcgucagcccgcuguucccguuccugcgccacuucgcguuccuguuccugcugacgggca 

agcgcuggugaaagugaaagaugcugaagaucagcuggguccacgagugggucacgagcaacuggaucagcacggcggu 

ccgcagccugcgcgucuucgcgccgaagaacgucuucggcugaugagcgcugcugaaguucugcuacgucgcgcgcuac 

uacccgguccugacgccgggcaagagcaacagcgucgcggcguacacgauccugcgcaugacguggcugagcacgcacgg 

cagcggcaagagcauccugcgcauggcgugaggcugagagaacuacgcgguccugccgugaccgugagucaucacgcugc 

gcccgacguacuucugaggccgcagcgaggaccgccgcagcugaccgcuguucugcacgacguggggcaucaugugacu 

ggcgcugaucgucggcaaccgcagcugaaugaagccguacggcacgacgagcgucacgccgcgcugccugggcggcugg 

ggcggccgcugcgcgaacuacugacuggcgaacuaccugcugugacugccgggcaacaacugaugaacgggcuggcgccg 

caucaagcugggcgaccacuucugcgcgcgcccguuccgccuggcgggccugcugcugaucaaccuggagccggucagcg 

ucggccuggcggucagccugggccacuggggcggcauggucagcccgccggucagcugacugagcacgcgccgcggcgu 

ccgcggccuguggaugaacgagaucgaccgcagccugcgcugagucccgcacugacugagcaucggcaacugcggcacga 



Patentanmeldung CV007: Eine mRNA, stabilised und optimiert fur die Translation in ihren 
translatierten Bereichen, fur den Einsatz -als !'her?peu*iku*T> 



aguucacgcacaucuacuuccgccugaucugaaacuucaucuucaaccugaagggcagccgcugacgcagcuuccugauc 

aucagcugaccgaagagccugaacgucagcuuccgcagcacggagcgcggcacgccgugaaagcgcagcaaggaccugcu 

ggagauccuguucuucugcgcgugaagcgcggcgugcaagggcaagaaccaccgcuacggccgcugguucgucugccgc 

aucaagagcuacggccuguucuuccgccgcugacuggcgagcgcggagcgccgcuacggcauccugagcuucugaugca 

gccgcagcugagcgacgacgagccgcacgcugugacaccgccugcacacgagccugugcugaagcugcuacggcuggcug 

cugccggucgcgaucagccgcguccugccgggcuggacgggcgacgacagcuaccgcauccgccgcagcggccgcgcgga 

gcgcggcguccgcgcgcacagcccggcguggagcgagcgcccgacgccgaacugagacacguacagcgucagcaucgaga 

aggcgccgcgcuucccgaagggcgagcgccgcacgggcauccgcugagcggcgggcagcgagggcgagagcgcgcgcgg 

cagcuucggcggcgagacgccgggcaucuucaucguccugagcggcuucgcgacgagcgaccugagcgucgacuucugc 

gacgcgcgcggcggcggcggcgcguacggcaagacgccggcgacgcgcccguucuacggcagcuggccguucgcgggcc 

ugcugcugacgugcagcuuccugcgcuacccgcugauccuguggaucacgguccugecgccgcugagcgagcugauccc 

gcuggcggcggcggagcgcccgagcgcggcgagcggcugagcgcgcaagcgcaagagcgcgugaugcggcaucuucagc 

cugcgcaucugcgcggucuuccacacggcguacggcgcgcugagcgucggcagcgcgcugaugccgcacagcugagcga 

gcauccacagcgcgaucgcgacgugacugggccacggcugcgcgccgacgccggcgaacacgcgcugacgcgcgcugacg 

ggccugagcgcgccgggcauccgccugggcacgagcugcgaccgccugcgcgagcugcacgucagcgaggucuucacgg 

ucaucacggagacgcgcgaggcggcggucgagugcgucagcguccgcgucuggaaggucccgcgccugccgagccgcgg 

caaguacgcgaagcacgcgagcggccuggucagcaacggcgucuggaaggucccgcgccugccgagccgcggcaaguacg 

cgaagcacgcgagcggccuggucagcaaccacagcccggcgccgaacagcgcgcacccggcgccgaacagcgcgggcuucc 

gcccguucagcgcgccguggcugacgaacuucuucuaccugugccgcggccgcggccgccugggccugugagcgauccc 

ggaggucguccgccgccuguucuggcgcccgcgccugcugggcaaggcg 



mi-p-o-p-o-p-o-cH, V V 

OJ ' mi m jf^fi 

013 OK 

Abbildung 1: Nucleotidanaloga: Purinphosphorothioat (Y = Position der Substitution z.B. durch 
Schwefel) 

• SvJf a 
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oh oh oh kn ^ 
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Abbildung 2: Nucleotidanaloga: Pyrimidinphosphorothioat (Y = Position der Substitution z B 
durch Schwefel) *.d. 




